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Aureobasidium-pullulans-Stamm, Herstellungsverf ahren und 
Verwendung 

Die Erfindung betrifft einen Aureobasidium-pullulans-Stamm, 
der Pullulan, eber praktisch kein Melanin produziert, sowie 
ein Verfahren zu seiner Herstellung und seine Verwendung. 

Es ist bekanntj dal3 Stfimme der Gattung Aureobasidium Pullulan 
produzieren. Pullulan ist ein Polysaccharid mit Maltotriose- 
einheiten ( alphal— 4-Bindungen ) , die f olpendermaGen verknupft 
sind: alphal — 6; vgl. Bernier in Can. j. Microbiol., 4 (1958) 
195 - 204 und Bender & Lehnmann & Wallenfels in Biochim. 
Biophys. Acta, 36 (1959) 309 - 316. 

Das Polysaccharid Pullulan findet verschiedene Verwendung, 
beispielBweise 

(1) zur Herstellung transparenter Filme, die fUr Kohlendi- 
oxid, jedoch nicht fUr Sauerstoff durchlSssig sind, 

(2) als Flockungsmittel und 

(3) als Dextranersatz in Inf usionsf llissickeiten. 

Stamme der Gattung Aureobasidium bilden wShrend der Kultivie- 
rung ein grUn-schwarzes Pigment (Melanin). Dieses Melanin 
kann bei der Ublichen Extraktion von Pullulan nicht abge- 
trennt werden. Es ist daher eine Teilaufgabe der Erfindung, 
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Aureobasidium-pullulane-StiUnme vorzusehen, die gegenUber 
dem Stand der Technik in vermindertem Umfang Melanin produ- 
zieren. Gem&B weiteren Teilaufgaben der Erfindung eollen 
ein Verfahren zur Herstellung derartiger StKmme sowie die 
Verwendung dieeer St&mme zur Herstellung von Pullulan vorge- 
eehen werden. 

Demgem&B betrifft die Erfindung einen Aureobasidium-pullu- 
lans-Stamm, der Pullulan, aber eine verminderte Melaninmenge 
produziert, und der dadurch erhttltlich ist, daB man 

(a) einen A.-pullulans-Stamm, der Pullulan und Melanin produ- 
ziert, in an sich bekannter Weise mutierenden Bedingungen 
aussetzt, 

(b) danach den Stamm, der den mutierenden Bedingungen ausge- 
setzt worden ist, in an sich bekannter Weise kultiviert 
und 

(c) einen mutierten A.-pullulana-Stamm (in Form von einer 
oder mehreren Kolonien) selektiert, 

und davon abgeleitete Stamme, wobei der selektierte Stamm 
und die abgeleiteten Stamme im Vergleich zum Ausgangsstamm 
weniger oder nicht pigmentiert eind. 

Den mutierten Stamm kann man beiepielsweise auf einem Agar- 
platten-Kulturmedium kultivieren. Die selektierten Kolonien 
kann man in FlUssigkultur daraufhin prUfen, ob eie noch 
Pullulan in bef riedigender Ausbeute produzieren. 

Erf indungsgem&Be A.-pullulans-Stiimme sind dadurch erhaltlich, 
daB man durch Bestrahlung mit UV-Licht oder chemieche Behand- 
lung mutiert, insbesondere durch Behandlung mit Ethylmethan- 
sulf on at. 



-3- 



- 3 - 

0222302 

Die Melaninbildung benbtigt einige Zeit« Urn sich ein Urteil 
Uber die Melaninbildung oder die ausbleibende Melaninbildung 
von Kulturen machen zu kbnnen, 1st es vorteilhaft, wenn wSh- 
rend dieser Zeitspanne die einzelnen Kolonien nicht zu einem 
Zellrasen zusammenwachsen . Dazu kann roan bei der Stufe (b) in 
einem Temperaturbereich kultivieren, bei dem keine oder eine 
geringe Zell vermehrung, jedoch noch Melaninbildung stattfin- 
det, insbesondere bei einer Temperatur im Bereich von 2 bis 
13 und vorzugsweise 4 bis 10 *C. 

Als Ausgangsstamm kann man ATCC 9348 verwenden. 

Ein Mutationsprodukt dieses bekannten Stammes ist der A.~pul- 
lulans-Stamm P 56, der bei der folgenden Hinterlegungsstelle 
hinterlegt und die folgende Hinterlegungsnummer erhalten hat: 
Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen, DSM 3562. P 56 unter- 
scheidet sich von ATCC 9348 mykologisch dadurch, daB der erfin- 
dungsgemafle Stamm kein Melanin bildet und die Pullulanbildung 
um 50 % und mehr als beim Ausgangsstamm erhoht ist. 

Erf indungsgemaBe A . -pullulans-Stamme lassen sich dadurch her- 
stellen, daB man die vorstehend genannten Stufen (a) bis (c) 
gegebenenf alls mit den spezielleren vorstehend genannten Maft- 
nahmen durchfuhrt. 

Pullulan kann man dadurch gewinnen, daB man einen erfindungs- 
gemaflen A . -pullul an s -Stamm in einem Kulturmedium kultiviert, 
Pullulan produzieren laBt und das gebildete Pullulan vom Kul- 
turmedium abtrennt . Das Kulturmedium soil Kohlenstof f quellen 
enthalten, die der Stamm verwerten kann (beispielsweise Glu- 
kcse, Saccharose, Maltose oder Xylose), sowie Hefeextrakt und 
anorganische Salze, die fiir das Zellwachstum wesentlich sind. 
Ublicherweise kultiviert man unter aeroben Bedingungen als 
Schiittelkultur oder Submerskultur unter; Beliiften bei einer 
Temperatur von beispielsweise 20 bis 30 'C und einem pH-Wert 
von beispielsweise 2,5 bis 6. 
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Nachstehend wird die Erfindung durch Beiepiele ntther erl&u- 
tert. 

Beispiel 1 

Man kultiviert einen im Handel erhStltlichen A.-pullulans- 
Stamm ( beispielsweise ATCC 9348) in einem Kulturmedium nacti 
Le Duy mit einem Gehalt an: 5 g/1 K 2 HP0 4 , 1 g/1 NaCl, 0 f 6 
g/1 (NH 4 ) 2 S0 4> 0,2 g/1 MgS0 4 , 0,4 g/1 Hefeextrakt und 30 
g/1 Saccharose, wobei der pH-Wert mit HC1 auf 5,5 eingestellt 
wird . 

Der Stamm wird 24 h lang in dem genannten Medium kultiviert. 
Danach trennt man das Mycel durch Zentr if ugieren bei 6000 x g 
in 5 min ab. Der Oberstand wird erneut bei 17000 x g 10 min 
lang zentrif ugiert . Die beim Zentr if ugieren angefallenen 
Pellets wascht man mit physiologischer Kochsalr losung , wo- 
nach man die Zelldichte auf 1 x 10 7 Zellen/ml einstellt* 
Danach bestrahlt man die Suspension mit UV-Licht (354 nm; 
1400 / uW/cm 2 ) 7 bis 8 min lang. 

Die Suspension (0,1 ml) platiert man 2 bis 3 d lang auf 
einer Agar-Kulturplatte (Extrakt von 300 g Kartoffeln, 20 g 
Glukose und 15 g Agar/1). Die Platten laBt man 8 d lang 
bei 4 °C stehen. Danach selektiert man unp igment ierte und 
praktisch unpigment ierte Kolonien. Die selektierten Kolonien 
UberprUft man daraufhin, ob sie noch in bef riedigendem MaBe 
Pullulan produzieren. 

Beispiel 2 

Man stellt ein Kulturmedium mit folgenden Be6tandteilen her: 
1 1 destilliertes Wasser, 5 g K 2 HP0 4 , 1 g NaCl, 0,6 g 
(NH 4 ) 2 S0 4 , 0,2 g MgS0 4 x 7 HgO, 0,4 g Hefeextrakt und 30 g 
Kohlenstoff quell en ( vgl . vorstehend) . 
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100 ml des Kulturmediums warden mit HC1 .„f ein.n pH-Wert 
von 5,5 eingestellt. 

Oanach glbt man da. Kulturm.dium in elnen 500-ml-Erlenmeyer- 
Kolben und eterilieiert. Danach Jnokuliert man das Kultur- 
medium mit dem erf indungsgemSBen Stamm P 56 . der gem fee 
Beispiel 1 hergeatellt wurde. Man kultiviert bei 26 °C unter 
RUhren (200 U/min). 

Nach 7-tfigigem Kultivieren zentrif ugiert man die Kultur 
bei 27000 x g 15 min lang. Zum Uberstand gibt man da 8 doppel- 
te Volumen an ©6-proz. Ethanol, mischt und zentrif ugiert 
wieder bei 1000 * g 10 min lang, wobei aich weiBes Pullulan 
abtrennt. Das gesammelte Produkt wind gewasehen, gemahlen. 
wieder in Wasser aufgelost, erneut mit Ethanol gefallt und 
danach getrocknet. 

Zur IdentitatsprUfung kanri man das erhaltene Produkt einer 

C-NMR-Analyse sowie einer Hochleisttingsf llissigchromato- 
graphie (HPLC) unterwerfen. 

VerQleichsbeispiel 1 



Beispiel 2 wird mit der Ausnahme wiederholt, daB man ein_ 
A.-pullulans-stamm dee Handels ( beispielsweise ATCC 0348) 
verwendet. Das erhaltene Pullulan besitzt eine intensive 
grun-scnwarze Far bung. . 
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Patent ansprUche 



1. Aureobasidium-pullulans-Stamm, der Pullulan, aber eine 
verminderte Melaninmenge produziert, 
dadurch erhaltlich, daB man 

(a) einen A.-pullulens-Stamni, der Pullulan und Melanin produ- 
ziert. in an sich bekannter Weise mutierenden Bedingun- 
gen aussetzt, 

<b) danach den Stamm, der den mutierenden Bedingungen ausge- 
setzt worden ist. in an sich bekannter Weise kultiviert 
und 

(c) einen mutierten A.-pullulane-Stamm (in Form von einer 
Oder mehreren Kolonien) selektiert, 

und davon abgeleitete Stamme, wobei der selektierte Stamm 
und die abgeleiteten Stamme im Vergleich zum Ausgangsstamm 
weniger Oder nicht pigmentiert sind. 
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b.t ,i„., T.mp.r.tur 1. B .r.lch 2 bi. ,3. ,. rluB i,,. u . 4 
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4. Stamm „ach ainam d.r vorh.rgah.nd.n AnaprUcha. dadurch 

* 1 t 1 i c h . daB man ala Auagangaatamm ATCC 0348 
verwendet • 

5. Aur.ob..idlu»-p uU ul.„.^t. M . P 55 . „„„ „„„„ .„„„.„._ 

d.«.^ni„ die PU " U1 " " * TCC 

oarte Melaninmenga produziaren. 

6. V.rfahran *ur Har.tallung ainaa A..pull„i.„ 8 -8t«» M 
Oem« ainam dar AnaprUcha 1 bia 5, dadurch g a k a n n - 
* • 1 c h n « t . daa man die stur.n <a) bis (c) gamaO An- 
apruch 1 durchfUhrt. 

7. Verfahpen nach Anapruch 6. dadurch g a k a n n - 

In! 1 n C w h " 6 * ' ^ di * MaBn * h »«" ««*aB ainam dar 

AnaprUcha 2.. 3 und 4 durchfUhrt.' 

Ansn^Tr 9 ein68 A - pullul — Stammea gemHO ai„am dar 
AnaprUcha 1 bia 5 aur Haratallung von Pullulan. 



